This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 


BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 

• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 


IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 


As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 


ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTEL LECTUELLE 
Bureau international 



PCT 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 


(51) Classification internationale des brevets 6 : 
A61K 7/48 


A2 


(11) Nume*ro de publication internationale: WO 99/15147 
(43) Date de publication internationale: ler avril 1999 (01.04.99) 


(21) Nuraero de la deraande internationale: PCT/FR98/02028 

(22) Date de depot international: 22 septembrc 1998 (22.09.98) 


(30) Donnees relatives a la priority : 

97/ 1 1 766 22 septembre 1 997 (22.09.97) FR 


(71) Deposant (pour tous les Etats designis sauf US): ULICE 

[FR/FRJ; ZAC des Portcs de Riom, F-63200 Riom (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (US settlement): BOUSQUET, Marie 
Pierre [FR/FR]; 60, boulevard de l'Embouchure, F-31200 
Toulouse (FR). WILLEMONT, Ren6-Marc [FR/FR]; 
3, residence Casteltrompette, F-31450 Pompertuzat 
(FR). MONSAN, Pierre [FR/FR]; Renoufail, Chemin 
de la Gravette, F-31700 Mondonville (FR). BOURES, 
Emmanuel [FR/FR]; 35, rue Eugene Gilbert, F-63000 
Clermont-Ferrand (FR). MESSAGER, Amaud [FR/FR]; 9 t 
rue Soubrany, F-63200 Riom (FR). 

(74) Mandataire: CABINET DE BOISSE ET COLAS; 37, avenue 
Franklin D. Roosevelt, F-75008 Paris (FR). 


(81) Etats designes: AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, 
CA, CH, CN, CU, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, GB, GD, GE, 
GH, GM, HR, HU, ID, IL, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, 
LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MD, MG, MK, MN, MW, 
MX, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, SK, SL, 
TJ, TM, TR, TT, UA, UG, US, UZ, VN, YU, ZW, brevet 
ARIPO (GH, GM, KE, LS, MW, SD, SZ, UG, ZW), brevet 
eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), brevet 
europeen (AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, 
IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE), brevet OAPI (BF, BJ, CF, 
CG, CI, CM, GA, GN, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 


Publiee 


Sans rapport de recherche internationale, sera repubtiie des 
reception de ce rapport. 


(54) Title: USE OF ALKYLMONOGLUCOSIDES AS MOLECULAR VECTORS 

(54) Titre: UTILISATION D'ALKYL MONOGLUCOSIDES EN TANT QUE VECTEURS MOLECULAIRES 


c.CHjGH 


(0 


(57) Abstract 


The invention concerns the use as molecular vector in pharmaceutical, cosmetic and food products of alkylmonoglucosides of general 
formula (I) in which Rt is a linear or branched C2-C18 alkyl radical. 

(57) Abrege' 


L'tnvention conceme 1'utilisation comme vecteur moleculaire en pharmacie, cosm6tique et alimentaire d 'alkylmonoglucosides ayant 
la formule gfntfrale (I) dans laquelle R| est un radical alkyle, lineaire ou ramifi6 en C2 a Cis. 


VNIQUEMENTA TITRE D 'INFORMATION 

Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publiant des demandes 
Internationales en vertu du PCT. 


AL 

Albanie 

ES 

Espagne 

LS 

Lesotho 

SI 

Slovenie 

AM 

Armenie 

FI 

Pinlande 

LT 

Lituanie 

SK 

Slovaquie 

AT 

Autriche 

FR 

France 

LU 

Luxembourg 

SN 

Senegal 

AU 

Australie 

GA 

Gabon 

LV 

Lettonie 

sz 

Swaziland 

AZ 

Azerbaijan 

GB 

Royaume-Unj 

MC 

Monaco 

TD 

Tchad 

BA 

Bosnie-Herx^govinc 

GE 

Georgie 

MD 

Republique de Moldova 

TG 

Togo 

BB 

Barbade 

GH 

Ghana 

MG 

Madagascar 

TJ 

Tadjikistan 

BE 

Bclgiquc 

GN 

Guinee 

MK 

Ex-Republique yougoslave 

TM 

Turkmenistan 

BF 

Burkina Faso 

GR 

Grtce 


de Macedoine 

TR 

Turquie 

BG 

Bulgarie 

HU 

Hongrie 

ML 

Mali 

TT 

Trinit6-et-Tobago 

BJ 

Benin 

IE 

Irlande 

MN 

Mongolie 

UA 

Ukraine 

BR 

Brfsil 

IL 

Israel 

MR 

Mauritanie 

UG 

Ouganda 

BY 

Belarus 

IS 

Islande 

MW 

Malawi 

US 

Etats-Unis d'Amerique 

CA 

Canada 

IT 

Italic 

MX 

Mexique 

uz 

Ouzbekistan 

CF 

Republique centrafricaine 

JP 

Japon 

NE 

Niger 

VN 

Viet Nam 

CG 

Congo 

KE 

Kenya 

NL 

PayvBas 

YU 

Yougoslavie 

CH 

Suisse 

KG 

Kirghizistan 

NO 

Norvege 

ZW 

Zimbabwe 

ci 

Cdte d'Tvoins 

KP 

Republique populaire 

NZ 

Nouvelle-Zelande 



CM 

Canteroun 


democTatique de Coree 

PL 

Pologne 



CN 

Chine 

KR 

Republique de Coree 

PT 

Portugal 



CU 

Cuba 

KZ 

Kazakstan 

RO 

Roumanie 



CZ 

Republique tcheque 

LC 

Sainte-Lucie 

RU 

Federation de Ruasie- 



DE 

Allemagne 

U 

Liechtenstein 

SD 

Soudan 



DK 

Danemark 

LK 

Sri Lanka 

SE 

Suede 



EE 

Esionie 

LR 

Liberia 

SG 

Smgapour 




WO 99/15147 


1 


PCT/FR98/02028 


Utilisation d'alkvl monoglucosides en w. aU e vecteurs moleculairpg 

La presente invention concerae l'utilisation d'alkylmonoglucosides et 
plus particulierement du n-butyl-a-D- monoglucopyranose, ci-apres denomme 
ct-butylglucoside comme vecteur moleculaire, et la preparation de nouveaux 
composes obtenus par greffage de l'a-butylglucoside sur certains composes et 
5 leurs utilisations. 

Nous avons constate qu'il existait un besoin de modifier de nombreux 
actifs cosmetiques ou pharmaceutiques et/ou ingredients alimentaires afin 
d'ameliorer : 

• leur biodisponibilite 
10 - leur toxicity 

- leur liposolubilite 

• leur hydrosolubilite* 

La presente invention se propose de repondre a ces besoins. EUe 
concerne l'utilisation, dans les domaines pharmaceutique, dermatologique, 
15 cosmetique ou alimentaire t d'alkylmonoglucosides comme vecteurs 
moleculaires transcutanes ou transmuqueuses ayant la formule generate : 



20 


dans laquelle Ri est un radical alkyle, lineaire ou ramifie en C 2 a Cis . 
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Par "vecteur moleculaire", on veut dire un compose, qui apres reaction 
chimique avec un compose actif donne un compose actif vectorise qui penetre 
plus facilement la peau ou une muqueuse que le compose actif de depart. 

L'invention concerne aussi l'utilisation , dans une composition 
5 pharmaceutique, dermatologique, cosmetique ou alimentaire , d'actifs 
vectorises ayant la formule generate 


ou R 2 est un groupe -CO-R ou R est un radical hydrocarbone, lineaire, ramifie, 
sature ou ethyleniquement insature ; un groupe derive du retinol (vitamine 
15 A) ou d'un de ses derives, notamment l'acide retinoique, de 1'acide ascorbique 
(vitamine C) ou d'un de ses derives, d'un tocopherol dont la vitamine E et les 
vitamines D ; un groupe derive de polyphenols, par exemple un residu de 
derives polyhydroxyles de flavane ; ou un radical -CHX ou X est une chaine 

20 1h 

aliphatique fonctionnalisee ou non. 

Dans ces actifs vectorises , la molecule active est liee par covalence a la 
position 6 du vecteur. L'invention est issue du fait que nous avons reduit 
la toxicite d'agents exfoliants utilises en cosmetique et/ou dermatologie par 
25 greffage sur ra-butylglucoside. 


entre autres, d'agir sur la fonction de protection de la peau ce qui implique 
d'influer directement sur Tdtat de la couche cornee. II est connu que si cette 
couche cornee contient trop de cellules mortes, elle ne protege plus. II faut 
30 alors Ten d£barrasser pour permettre a une nouvelle couche de cellules 
d'assurer une barri're efficace contre les agressions externes, et aux actifs 


10 



OH 


Les compositions cosmetiques et/ou dermatologiques ont pour vocation, 
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cosmetiques et dermatologiques de la penetrer. Tel est le role connu et devolu 
aux Alpha Hydroxy Acides ou AHA. 

Les AHA sont des acides organiques avec une fonction alcool sur le 
carbone voisin de celui (en position alpha) portant la fonction acide 
5 carboxylique. Nous regroupons dans cette famiUe de composes plus 
particulierement l'acide glycolique, l'acide lactique, l'acide malique, l'acide 
tartrique, l'acide citrique, l'acide gluconique ainsi que certains analogies 
d'AHA comme l'acide salicylique et la serine. 

Ces AHA ont une efficacite reconnue et mesurable mais ils presentent 

10 aussi quelques inconvenients. Les AHA sont souvent irritants et ont une 
mauvaise biodisponibilite : ils penetrent parfois trop rapidement dans les 
couches profondes de la peau. Dans Parfums Cosmetiques Aromes 122, 66-72 
(Avril, Mai 1995), U est decrit les ameliorations proposees par les fournisseurs 
de matieres premieres cosmetiques pour rendre ces composes moins irritants 

15 et/ou freiner leur penetration dans la peau. 

Une tentative d'amelioration proposee consiste a encapsuler ces AHA 
dans des capsules afin de ralentir la diffusion des AHA. Malheureusement, il 
est difficile de connaitre avec exactitude le pourcentage d'actifs encapsules et 
encore plus difficile d'evaluer le pourcentage d'actifs encapsules liberes dans 

20 la peau. 

Une autre tentative consiste a lipophiliser ces AHA en greffant par 
esterification un compose lipophile (alcool gras, chaines alkyles). Cependant, 
Taction de ces composes se voit reduite en raison de leur caractere lipophile. 
En effet, ils ne diffusent que tres difficilement dans le stratum corneum dans 

25 lequel ils sont arretes par la presence de compartiments aqueux dans les 
espaces intercorneocyt aires. 

Nous avons etendu cette reflexion aux acides gras satures et insatures. 
En effet, la couche cornee est constitute par une masse compacte de 20 
couches de cellules inactives, enchassees dans un systeme de double-couches 

30 lamellaires de lipides. Cette structure du stratum corneum ainsi que la 
nature lipophile de la barriere lipidique protege la peau contre le 
dessechement provoque par la perte insensible d'eau transepidermale. Les 
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compositions cosmetiques et/ou dermatologiques ont pour vocation, entre 
autres, d'agir sur la fonction de protection de la peau et d'en ameliorer 
I'aspect Si les lipides interceUulaires de la couche cornee sont alteres, la peau 
ne protege plus. 

5 Les acides gras insatures, tels que 1'acide linoleique et l'acide 

linoleique, sont un facteur important pour la construction et la reparation de 
la barriere lipidique. lis fonctionnent comme des molecules precurseurs pour 
la synthese d'une substance-signal qui controle la proliferation et l'activite des 
cellules. 

10 De plus, les acides gras insatures participent aussi directement a la 

regulation de la permeabilite cutanee. Ce sont des substances lipophiles peu 
occlusives capables de realiser un film plus ou moins continu a la surface 
cutanee mais surtout susceptibles de s'incorporer au ciment intercellulaire 
jouant ainsi un role actif dans la regulation de 1'hydratation. Leur activite 

15 biologique est reglee par la position de la double liaison la plus proche du 
groupe terminal methylique. 

Les cas observes cliniquement d'alteration cutanee comme l'acne 
montrent qu'un apport suffisant en acides gras insatures dans la peau est 
necessaire pour maintenir le fonctionnement de la barriere lipidique. 
20 Les acides gras insatures ont done un role primordial dans la 

physiologie de la peau. Leur administration par voie topique pose cependant 
des problemes, problemes que nous nous proposons de resoudre en les 
vectorisant. 

L'action de ces composes se voit reduite car ils ne difEusent que tres 
25 difficilement dans le stratum corneum : ils sont arretes par la presence de 
compartiments aqueux contenus dans les espaces intercorneocytaires. Le 
greflage de ces acides sur l'a-butylglucoside augmente le caractere hydrophile 
et optimise done la penetration de ces actifs dans Tepiderme. 

De plus, la penetration de ces compositions dans Tepiderme pose 
probleme en raison de leur caractere lipophile. Leur introduction dans des 
emulsions stabilisees par une monocouche de tensioactifs n'ameliore 
pratiquement pas cet etat de fait ^tant donne que ces emulsions se cassent 


30 
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des leur application sur la peau. II reste alors a la surface de la peau une 
phase huileuse contenant les acides gras insatures. Grace a Invention 
l'augmentation du caractere hydrophile par les functions hydroxyles libres de 
la partie glucose ameliore la penetration et permet une utilisation optimisee 
5 des acides gras insatures dans des emulsions eau dans huile ou huile dans 
eau. 

Par extension, ce principe peut s'appliquer a de nombreux composes 
actifs lipophiles ayant une action physiologique sur la peau. A titre d'exemple, 
nous pouvons citer les derives esterifiables des vitamines lipophiles A, D f E ou 

10 F t des huiles essentielles, des filtres solaires, des anti-inflammatoires ainsi 
que des agents bio-stimulants des syntheses de lipides et/ou proteines. Le 
document FR-A-94 12005 expose differentes solutions consistant a preparer 
des emulsions huile dans eau specifiques. 

Certains actifs cosmetiques, dermatologiques, pharmaceutiques et/ou 

15 ingredients alimentaires sont instables car sensibles a des facteurs exterieurs 
comme la lumiere ou la chaleur. 

Aussi, differents moyens ont ete utilises pour stabiliser ces composes. 
Un de ces moyens reside par exemple a bloquer le site sensible par 
esterification avec des derives phosphates, sulfates, alkyles et a employer ces 

20 derives au lieu du compose non modifie. Or ces derives ont une activite moins 
bonne et peuvent parfois etre plus toxiques que 1'actif hbre par la presence de 
residus phosphates, sulfates ou alkyles. 

Un autre moyen consiste a bloquer le site par un derive glycosidique. II 
est ainsi obtenu un precurseur d'actifs qui apres application sur la peau est 

25 coupe par les enzymes cutanees ou apres administration par voie orale est 
hydrolyse. L'actif libre est alors libere. Ainsi, le brevet EP-A-627441 decrit la 
preparation et 1'utilisation de glucosylate d'acide ascorbique, par voie topique, 
coupe par les enzymes de la peau qui liberent done l'acide ascorbique. Mais 
1'utilisation de tels derives entraine aussi la liberation de glucose a la surface 

30 de la peau qui favorise le developpement de la flore pathogene cutanee. 

La Demanderesse a maintenant trouve de maniere inattendue que 
certains alkylmonoglucosides et plus particulierement l'a-butylglucoside, 
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permettaient toutes ces ameliorations tout en evitant lea problemes decrits 
dans l'art anterieur. 

La presente invention a done pour principal objet la preparation et 
l'utilisation de derives d'alkylmonoglucosides et plus particulierement d'a- 
5 butylglucoside dans une composition alimentaire, cosmetique, dermatologique 
ou phannaceutique. 

Les alkylglucosides, plus particulierement l'ct-butylglucoside, ainsi que 
certains esters d'alkylglucosides, peuvent etre obtenus par voie enzymatique 
tel que decrit dans la demande de brevet PCT/FR92/00782 appartenant a la 
10 Demanderesse. 

Les produits issus de ce procede sont anomeriquement purs (a) et sont 
des monoglucosides. En raison de la quasi absence d'anomere P, les composes 
ainsi obtenus, ont des proprietes physico-chimiques specifiques, telles que le 
point de fusion et la solubilite. Le caractere amphiphile rend l'ct- 
15 butylglucoside miscible en toutes proportions avec les acides gras satures et 
insatures en milieu fondu et soluble dans les milieux aqueux et solvants 
organiques polaires de synthese. 

Tableau n° 1 : solubilite de r a-butvlgluroside dans l'eau et dans differents 
solvants . 

20 


Solvant 

Solubilite a 20°C 


% (p/p) 

Eau 

60 

Ethanol (95/96%) 

70 

Glycerol 

70 

Acetonitrile 

50 

Dichloromethane 

70 

Dioxane 

70 

Polyethylene glycol 200 

70 

Propylene glycol 

70 
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Nous pouvons modifier les actifs et/ou ingredients par l'a- 
butylglucoside pour les rendre lipophiles ou hydrophiles. II devient aiors 
possible de moduler leur comportement physico-chimique ainsi que leur 
penetration, ce qui permet de tres fortement diminuer tout risque d'irritation. 
5 Les actifs possedant au moins une fonction acide ou ester peuvent etre 

greffes avec 1'aide d'un catalyseur chimique ou enzymatique, notamment les 
trialglycerol hydrolases (E.C. n° 3. 1.1.3) qui peuvent agir comme 
carboxyesterase. Nous avons utilise le Novozym® ou Lipozyme® car il s'agit 
d'enzymes commerciales, facilement accessibles. Les actifs auxquels 
10 s'applique l'invention concerne ceux comportant, par exemple : 

- Au moins une fonction acide et plus particulierement les amino et les 
cc-hydroxy acides tels que l'acide glycolique, l'acide lactique, l'acide malique, 
l'acide tartrique, l'acide citrique, l'acide gluconique, l'acide salicylique et la 
serine. 

15 - Une fonction acide et notamment l'acide butyrique, les acides gras 

satures et insatures, et plus particulierement l'acide oleique, l'acide erucique, 
l'acide ricinoleique, l'acide linoleique , et l'acide alpha et gamma linolenique. 

- Au moins une fonction ester comme le lactate de methyle, le lactate 
d'ethyle, le lactate de butyle ou tout autre derive esterifie des acides 

20 mentionnes ci-dessus. II peut s'agir d'esters de cetone et notamment d'ester de 
dihydroxyacetone. L'ester utilise selon Tinvention comporte une ou plusieurs 
fonctions ester a chaine lineaire ou ramifiees, saturee ou insaturee, ayant de 
2 a 25 atomes de carbone, comportant eventuellement un ou plusieurs 
substituants. 

- Au moins une fonction carboxylique esterifiable, et notamment, des 
derives de vitamines telles que le retinol (vitamine A) et ses derives 
(notamment Tacide retinoique), d'acide ascorbique (vitamine C) et ses derives, 
des tocopherols, dont la vitamine E et les vitamines D, ainsi que les acides 
amines, les peptides et leurs derives.. II peut aussi s'agir de derives de 
polyphenols et plus particulierement des derives polyhydroxyles de flavane et 
specialement de flavan-3-ol. 


WO 99/15147 


PCT/FR98/02028 


8 


Par actifs vectorises, nous entendons le couplage par une liaison 
chimique covalente de l'actif ou ingredient a la position 6 d'un 
alkylmonoglucoside et plus particulierement a l'ct-butylglucoside, de formule 


10 dans laquelle Ri est un radical alkyle, lineaire ou ramifie en C 2 a C«, de 

preference un radical butyle. 

Les actifs vectorises peuvent etre utilises selon ^invention en une 

quantite allant de 0,1 a 50% en poids, et de preference de 0,5 a 50% en poids 

quand il s'agit d'ester de cetones vectorises et notamment d'ester de 
15 dihydroxyacetone vectorise et de 0,1 a 10% en poids quand il s'agit des autres 

actifs vectorises. 

A titre d'exemple, et dans que ceia soit considere comme limitatif, on 
decrit ci-dessous la preparation de deux types de derives selon la presente 


20 Exemple 1 : Preparation d'ester lactique d'ct-butylglucoside. 

Dans un ballon adaptable a un evaporateur rotatif, on place 120g d'ct- 
butylglucoside dans 1 litre de L-lactate de butyle a 60°C sous vide. On ajoute 
lOOg de Novozym®, de la lipase de Candida antarrtim immobilisee sur 
support solide (Novo Industri, Danemark). La solution est remise sous vide 

25 (15 mbars) a 60°C pendant au moins 48 heures. 

En fin de reaction, le milieu reactionnel est centrifuge et nitre pour 
eliminer completement le Novozym®. Le filtrat est recueilli pour purification. 
Le lactate d'a-butylglucoside est purine par deux extractions successives a 
l'hexane. Le lactate de butyle est extrait dans la phase organique. Le lactate 

30 d'ctbutylglucoside est recupere dans la phas aqueus qui est decoloree au 
charbon actif. 2,5% (p/v) de charbon actif est ajoute a une solution molaire de 



cCHjOH 


5 


OH 


invention. 
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lactate d'abutyl glucoside. Le tout est ensuite laisse a incuber sous agitation, 
pendant 3 heures a 60°C, puis filtre pour eliminer le charbon actif. 
Exemple 2 : Preparation d'ester lactique d'cc-butylglucoside. 

Dans un ballon adaptable a un evaporateur rotatif, on place de l'a- 
5 butylglucoside (lOOmM) et du L-lactate de methyle (500 mM) dans 20 ml de 
methyl-2 butanol a 60°C sous vide. On ajoute lOOgfl de Novozym®, de la 
lipase de Candida antarctica immobilisee sur support solide (Novo Industrie 
Danemark). La solution est remise a 60°C sous vide (200 mbars). 

Le filtrat est recueilli pour purification. Le lactate d'cc-butylglucoside 
10 est purine par deux etapes successives. Le Novozym® est elimine par 
filtration. Le lactate de methyle et le methyl-2-butanol-2 sont elimines par 
evaporation sous vide (80°C - 10 mbars). 

Exemple 3 : Preparation de 6-O-oleyl-a-butylglucoside par esterification 
enzymatique. 

15 Un milieu a ete constitue avec l,2g d'acide oleique et Ig d'a-D- 

butylglucoside. Le melange est porte a 65°C, temperature de fusion de l'ct- 
butylglucoside. Apres homogeneisation, on ajoute Ig de Lipozyme®, de la 
lipase de Mucor miehei immobilisee sur support solide (Novo Industri, 
Danemark). 

20 Apres 3 jours d'incubation, le milieu reactionnel est dilue avec 20 ml 

d'ether diethylique, puis filtre de facon a eliminer le Lipozyme®. Apres 
filtration, on ajoute 50 ml de soude (0,02N), de facon a solubiliser dans la 
phase aqueuse 1'acide oleique residuel sous la forme d ? un sel de sodium, ainsi 
que Ta-butylglucoside residuel. 

25 La phase organique contenant l'ester de Tacide oleique est evaporee 

sous vide de facon a eliminer toute trace de solvant residuel. 

En variante, du Novozym®, a une concentration de 5% en poids par 
rapport aux substrats, a ete substitue au Lipozyme®. Egalement un oleate 
d'alkyle inferieur (methyle ou ethyle, par exemple) peut etre substitue a 

30 1'acide oleique. 
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Des mesures par HPLC ont montre que plus de 95% de l'acide peut etre 
converti quels que soient l'enzyme et le compose acyle choisis. Cependant 
l'utilisation de Novozym® comme biocatalyseur mene aux plus hautes 
conversion avec plus de 98°/o des deux substrats qui ont ete convertis. 
.5 Le controle de la reaction par Chromatographic Couche Mince (CCM) a 

montre une formation d'un produit unique quand le Novozym® a ete utilise 
comme biocatalyseur. 

La structure des produits a ete determinee par Spectroscopie de Masse 
(MS) Resonance Nucleaire Magnetique (NMR). 
10 Apres Tacylation de ct-butylglucoside avec de l'acide oleique avec 

comme catalyseur Novozym®, le produit a ete purine. 

Les donnees de MS montrent un ion moleculaire a m/z = 523,3 
[M + Na] + , M correspond exactement a la masse moleculaire du monooleate de 
a-butylglucoside. Les donnees de NMR ont demontre que l'a-butylglucoside a 
15 ete exclusivement greffe" sur la position 6 de la molecule. 

Le deplacement chimique du proton a 5,42 ppm confirme la presence 
d'une insaturation carbone-carbone venant de la partie oleique de la molecule 
6-O-oleyl a-butylglucoside. Les indices d'iode du milieu de reaction au debut 
(melange de l'acide oleique et a-butylglucoside) et a la fin (6-O-oleyl a- 
20 butuylglucoside) de l'esterification enzymatique sont les memes a moins de 
3% d'erreur (43,7 et 42,7 respectivement). Cela demontre qu'aucune 
oxydation de la double liaison ne s'est produite pendant le processus de 
l'esterification enzymatique. 

Exemple 4 : Synthese d'un melange d'esters de l'a-butylglucoside. 

25 On a procede a 1'acylation d'a-butylglucoside par un melange 

commercial d'acide linoleique (60,5% molaires), d'acide oleique (32,7% 
molaires) et d'acide linolenique (6,8% molaires) en Tabsence de solvant, a 
60°C sous une pression reduite de 20 mbars, avec un rapport moleculaire 
initial acides/a-butylglucoside de 1, et en presence de Novozym® a une 

30 concentration initiale de 5% en poids par rapport au poids total des reactifs 
acides et a-butylglucoside. 
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L'eau generee par la reaction a ete evaporee sous la pression reduite 
etablie, afin de deplacer 1'equilibre thermodynamique en faveur de la 
synthese d'esters. 

On a recupere les esters produits en ajoutant un peu d'hexane puis en 
5 en eliminant l'enzyme par filtration. 

La conversion des acides de depart en esters de a-butylglucoside a ete 
presque totale (> 95%). 

A titre d'exemple, et sans que cela soit considere comme limitatif, on 
decrit ci-dessous Tamelioration de l'irritation cutanee et oculaire engendree 
10 par le greffage d'une preparation sur Tct-butylglucoside. 

Exemple 5 : Comparaison de la cytotoxicite de l'acide lactique et du lactate 
d'a-butylglucoside . 

Nous avons quantifie et compare, in vitro, le cytotoxicite de l'acide 
lactique et du lactate d'a-butylglucoside sur un modele de peau. Ce modele de 
15 peau est constitue d'une matrice de collagene sur laquelle repose un epiderme 
reconstitue a partir de keratinocytes et presentant une architecture sinulaire 
a celle de Tepiderme humain. La transformation du sel de tetrazolium (MTT) 
en cristaux bleus de formozan est proportionneUe a lactivite de la succinate 
dehydrogenase, (une enzyme mitochondrial). En consequence, plus 
20 l'epiderme contiendra de cellules vivantes, plus la transformation par la 
succinate dehydrogenase du MTT en cristaux bleu de formozan sera 
importante. La quantite de formozan est mesuree au spectrophotometre. La 
viabilite ceDulaire, realisee pour determiner la toxicite du produit, est 
calculee selon la formule : 
25 % viabilite = DO produit/DO temoin cellulaire x 100 

Le temoin cellulaire est realise sans produit. Un tensio-actif de 
reference SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) a 1,5 mg/ml est egalement teste 
comme temoin cytotoxique. 

• Si la viabilite cellulaire est comprise entre 70 et 50%, les produits sont 
consideres comme tegerement cytotoxiques. 

Si elle est inferieur a 50%, les produits sont consideres comme 
cytotoxiques. 


30 
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Le tableau 2 presente les resultats de 1'evaluation. 

Tableau n° 2 : dosage MTT sur modele de neau 
densites optiques obtenues a 540 nm et pourcentage de 


viabilite des cellules epidermiques par rapport au temoin 


Essai 

Temoin 

SDSa 
1,5 mg/ml 

Acide 
lactique a 
5% 

Lactate 
d'a-butyl- 
glucoside a 
5% 

DO essai 1 

0,324 

0,046 

0,044 

0,242 

DO essai 2 

0,363 

0,056 

0,066 

0,265 

Moyenne 

0,343 

0,051 

0,055 

0,255 

% viabilite 
par rapport 
au temoin 

100% 

14,8% 

16% 

74,5% 


5 


Le lactate d'a-butylglucoside, acide lactique vectorise, est moins 
irritant que l'acide lactique. Le lactate d'a-butylglucoside a 5% n'est pas 
cytotoxique. 

Exemple 6 : Comparaison de la toxicite oculaire de l'acide lactique et du 

10 lactate d'a-butylglucoside (acide lactique vectorise). 

Le test BCOP (opacite et permeabilite corneenne bovine) permet 
d'evaluer l'indice d'irritation oculaire in vitro sur des cornees provenant de 
bceufs d'abattoir. Elle mesure deux parametres de Tirritation oculaire : 
1'opacite* et la permeabilite cellulaire. 

15 L'opacite est definie comme la difference de transmission lumineuse 

entre une cornee traitee et une cornee temoin. La permeabilite est egale a la 
densite optique (DO) mesuree au spectrophotometre a 490 nm. 

Le score d'irritation in vitro est etabli en utilisant la formule suivante : 
Score in vitro = valeur d'opacite + 1,5 fois la valeur de DO. 

20 Les valeurs objectives sont combinees et les scores in vitro d'irritation 

oculaire sont compares a une echelle d'irritation etablie precedemment. En 
general, le potentiel irritant est classe en trois categories faible (0 a 25), 
modere (25,1 a 55) et severe (55,1 et +). 
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L'indice d'irritation oculaire in vitro du lactate d'ct-butylglucoside a 
36% est nul alors que ceux de l'acide lactique a 5% et 10% sont, 
respectivement de 1,93 et de 41,11. 

Notre preparation de lactate d'ct-butylglucoside a 36% appartient done 
5 a la categorie des produits non irritants, tandis que l'acide lactique a 10% 
appartient a la categorie des produits moyennement irritants. 
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REVENDICATTONS 


1. Utilisation comme vecteur moleculaire transcutane ou trans- 
muqueuse, dans les domaines pharmaceutique, dermatologique, cosmetique 
5 et aiimentaire, d'alkylmonoglucosides ayant la formule generale : 


dans laquelle Ri est un radical allcyle, lineaire ou ramifie en C2 a Cis- 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee par le fait que le 
groupe Ri du vecteur moleculaire est un radical butyle. 

3. Utilisation d'un alkylmonoglucoside pour le greffage sur des actifs 
15 pharmaceutiques, cosmetiques et alimentaires afin d'ameliorer leur 

biodisponibilite, leur toxicite, leur liposolubilite et/ou leur hydrosolubilite. 

4. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee par le fait que le 
groupe Ri est un radical butyle. 


20 qu'il comprend l'esterification chimique ou enzymatique d'un 

alkylmonoglucoside par un actif pharmaceutique, cosmetique, et/ou 

aiimentaire possedant une fonction acide ou ester. 

6. Precede* de preparation selon la revendication 3, caracterise par le 

fait que l'alkylmonoglucoside est l'a-butylglucoside. 
25 7. Utilisation dans une composition cosmetique, dermatologique, 

pharmaceutique ou aiimentaire de composes . "actifs vectorises ayant la 

formule generale : 



10 


OH 


5. Procede de preparation d'un compose actif vectorise, caracterise en ce 


30 



OH 
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20 


25 


ou Rz est un groupe -CO-R ou R est un radical hydrocarbone, lineaire, ramifie, 
sature ou ethyleniquement insature. 


pharmaceutique ou alimentaire d'actifs vectorises ayant la formule generale : 


ou R 2 est un groupe -CO-R ou R est un groupe derive du retinol (vitamine A) 
ou d'un de ses derives, dont l'acide retinoique, de l'acide ascorbique (vitamine 
C) ou d'un de ses derives, d'un tocopherol dont la vitamine E et les vitamines 
D, d'un acide amine, d'un peptide ou d'un de ses derives. 

9. Utilisation dans une composition cosmetique, dennatologique, 
pharmaceutique ou alimentaire d'actifs vectorises ayant la formule generale : 


ou R 2 est un groupe -CO-R ou R est un groupe derive de polyphenols. 

10. Utilisation selon la revendication 9, caracte*rise en ce R est un 
residu de derives polyhydroxyles de fiavane. 

11. Utilisation dans une composition cosmetique, dennatologique, 
pharmaceutique ou alimentaire d'actifs vectorises ayant la formule generale : 


8. Utilisation dans une composition cosmetique, dennatologique, 



OH 




OK 
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ou R 2 est un groupe -CO-R ou R est un radical -CHX ou X est une chaine 

OH 

aliphatique fonctionnalisee ou non. 


